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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】BMP シグナル伝達における Cyclic AMP (cAMP)の BMP 骨形成作用促進の作用機序を明らかに
すること。 
【方法】筋芽細胞由来の未分化間葉系細胞である C2C12 細胞を用い、BMP-4 あるいは dibutyryl-cAMP 
(dbcAMP)を添加後の ALP 活性を測定した。次に cAMP による転写調節レベルでの BMP 効果促進作用を
明らかとするため、BMP の初期応答遺伝子である human Id1 gene の promoter 上における BMP 応答領
域(BRE)とそれに隣接する cAMP 応答領域(CRE)に着目し、それぞれ単独あるいは両者に変異導入した
luciferase reporter plasmid を作製した。各 luciferase reporter plasmid を細胞に導入し、BMP-4
あるいはdbcAMPを添加後のルシフェラーゼ活性を測定し、同時にPKA inhibitor であるH89及びCREB 
RNAi の導入での CREB knocked down による抑制効果の有無を検討した。さらに BMP 及び cAMP からの
シグナル伝達を担うタンパクである Smads と CREB の相互作用を co-factor の存在を含めて調べるた
め、各抗体を用いた免疫沈降法を行った。 
【結果】BMP-4 による ALP 活性の上昇は、dbcAMP により増強された。ルシフェラーゼ活性の測定では
CRE の変異導入、CREB RNAi、及び PKA inhibitor により、BMP 転写活性の cAMP による上昇が抑制さ
れた。免疫沈降法ではリン酸化 Smad1/5/8 とリン酸化 CREB 及び CBP との複合体形成が認められた。 
【結論】以上の結果から、cAMP により BMP の未分化間葉系細胞に対する骨芽細胞への分化促進作用
は増強された。またそれは Smads-pathway の cAMP-PKA/CREB/CRE signaling pathway を介した転写増
幅によるものであった。その核内メカニズムとして、CBP がリン酸化 Smad1/5/8 及びリン酸化 CREB
と複合体を形成し、co-activator として作用していることが判明した。 
 




までに、ヒトでの BMP に対する低い応答性を高め、臨床的な BMP の効果的応用に向けた研究として
BMP の骨形成促進作用を増幅させる薬剤の検索を行ってきた。その結果、サイクリック AMP の分解
酵素であるホスホジエステラーゼ(Phosphodiesterase)阻害剤や、PGE2 EP4 receptor agonist、
副甲状腺ホルモン(PTH)など、細胞内 cyclic AMP (cAMP)濃度を上昇する薬剤が BMP 骨形成能を
増幅することを in vitro, in vivo の実験系で証明してきた。細胞内におけるそれらの薬剤の共
通点は cAMP 濃度を上昇させることであるが、その cAMP の BMP シグナル伝達系に対する活性増幅
の機序は未だ明らかにされていない。本研究は BMP シグナル伝達系への cAMP の作用促進の作用機
序を明らかにすることを目的とした。 
BMP の応答細胞として筋芽細胞由来の未分化間葉系細胞である C2C12 細胞を用い、BMP-4 単独、
dibutyryl-cAMP (dbcAMP)単独、あるいは BMP-4, dbcAMP 共投与での骨芽細胞分化マーカーである ALP
活性を測定した。さらに cAMP による BMP シグナル伝達系での転写調節レベルの BMP 効果促進作用を
明らかとするために、BMP の初期応答遺伝子である human Id1 gene の promoter 上に存在する BMP 応
答領域(BRE)とそれに隣接する cAMP 応答領域(CRE)に着目し、それぞれ単独あるいは両者に変異導入
した luciferase reporter plasmid を作製した。各 luciferase reporter plasmid を細胞に導入し、
BMP-4 あるいは dbcAMP を添加後のルシフェラーゼ活性を測定し、同時に Protein kinase A (PKA) 
inhibitor である H89 及び CRE-binding protein (CREB) RNAi の導入での CREB knocked down による
抑制効果の有無を検討した。さらに BRE,CRE を介する転写に関与する Smads と CREB の相互作用に関
わる co-factor の存在を調べるため、各抗体を用いた免疫沈降法を行った。その結果として、BMP-4
による ALP 活性の上昇は、dbcAMP により増強されること、ルシフェラーゼ活性の測定では CRE の変
異導入で dbcAMP による BMP 転写活性の増幅を抑制すること、CREB RNAi、及び PKA inhibitor により、
BMP 転写活性の cAMP による促進効果が抑制されることが明らかとなった。免疫沈降法による結果で
は、リン酸化 Smad1/5/8 とリン酸化 CREB 及び CREB-binding protein (CBP)との複合体形成が認めら
れた。 
以上の結果から、cAMP により BMP の未分化間葉系細胞に対する骨芽細胞への分化促進作用は増強
され、それは Smads-pathway への cAMP-PKA/CREB/CRE signaling pathway による転写増幅によるもの
であった。その転写増幅メカニズムとしては、CBP がリン酸化 Smad1/5/8 及びリン酸化 CREB と複合
体を形成し、co-activator として作用していることが示唆された。 
以上の研究は、PKA 系を介したサイクリック AMP による BMP シグナル伝達系の増幅メカニズムの解
明に寄与し、将来、臨床での骨再生、修復医療への応用が期待できる。よって、本研究は博士（医学）
の学位を授与されるに値すると認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
